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“The brain is a world consisting of a number of unexplored 
continents and great stretches of unknown territory.” 





“O sucesso nasce do querer, da determinação e persistência 
em se chegar a um objetivo. Mesmo não atingindo o alvo, 
quem busca e vence obstáculos, no mínimo fará coisas 
admiráveis. ” 
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Objetivos: Avaliar os efeitos crônicos, no cerebelo, de um processo inflamatório 
sistêmico durante o período neonatal. Metodologia: Filhotes de ratos da cepa 
Wistar norvegicus (machos) foram distribuídos nos grupos experimentais NAIVE, 
SHAM e LPS. Os animais tratados receberam solução de cloreto de sódio a 0,9% ou 
lipopolissacarídeo via intraperitoneal nos dias pós-natais um, três, cinco e sete. No 
dia pós-natal 84, os animais foram submetidos ao teste de campo aberto para 
avaliação da atividade locomotora. No dia pós-natal 89, uma parte dos animais foi 
perfundida com fixador, e os cerebelos foram processados para imunofluorescência 
para células de Purkinje e micróglia, e para reação com etidina para detecção do 
ânion superóxido e avaliação do estresse oxidativo. Uma outra parte dos animais foi 
eutanasiada por decapitação, para avaliar alterações no nível de expressão da 
citocina inflamatória TNF-α no cerebelo e hipocampo. Resultados: Animais 
expostos à inflamação sistêmica neonatal (grupo LPS) apresentaram maior 
densidade de células da micróglia e maior produção de ânion superóxido na fase 
adulta quando comparados com os dos grupos controles (grupos NAIVE e SHAM). 
Não foram encontradas diferenças significativas em relação a atividade locomotora, 
densidade de células de Purkinje e expressão de TNF-α. Conclusão: A exposição a 
processos inflamatórios sistêmicos na fase neonatal pode ter efeitos crônicos no 
cerebelo. Por ser uma importante estrutura para funções motoras, executivas e 
também funções cognitivas e emocionais, estudos adicionais são essenciais para 
compreender os mecanismos pelos quais injúrias no período neonatal podem 
acarretar alterações que perduram ao longo da vida.  
 














Objectives: To evaluate the chronic effects of a systemic inflammatory process in 
the cerebellum during the neonatal period. Methodology: Wistar norvegicus (male) 
rat pups were distributed in the NAIVE, SHAM and LPS groups. Treated animals 
received either sodium chloride 0.9% or lipopolysaccharide solution intraperitoneally 
on the first, third, fifth and seventh postnatal days. On the postnatal day 84, the 
animals were submitted to the open field test to evaluate the locomotor activity. On 
postnatal day 89, some animals were perfused with fixative, and the cerebellum was 
processed for Purkinje and microglia cells immunofluorescence, and for ethidine 
histochemistry for the detection of superoxide anion and evaluation of oxidative 
stress. Other animals were euthanized by decapitation, to evaluate expression of the 
inflammatory cytokine TNF-α in the cerebellum and hippocampus. Results: Animals 
exposed to neonatal systemic inflammation (LPS group) had higher density of 
microglia cells and greater superoxide anion production in the adult phase when 
compared to the control groups (NAIVE and SHAM groups). No significant 
differences were found regarding locomotor activity, Purkinje cell density and TNF-α 
expression. Conclusion: Exposure to systemic inflammatory processes in the 
neonatal phase may have chronic effects on the cerebellum. Being an important 
structure for motor, executive, as well as cognitive and emotional functions, further 
studies are necessary to understand the mechanisms by which injuries in the 
neonatal period can result in changes last through life. 
 












1.1 Desenvolvimento do sistema nervoso central 
 
O desenvolvimento do Sistema Nervoso Central (SNC) envolve a 
coordenação de inúmeros processos tais como proliferação celular, diferenciação, 
adesão, migração e morte1. Esses processos são iniciados durante o 
desenvolvimento embrionário e perduram até a terceira década de vida, formando 
um sistema altamente especializado e complexo.  
O SNC humano começa a se desenvolver por volta da terceira semana 
gestacional com o início dos processos de neurulação (primária e secundária), os 
quais resultam na formação do tubo neural a partir do ectoderme embrionário2,3. No 
final da quarta semana de gestação o tubo neural cresce e se dobra, formando uma 
estrutura composta por três dilatações conhecidas como vesículas encefálicas 
primitivas, são elas: o prosencéfalo, o mesencéfalo e o rombencéfalo (Figura 1)4,5. 
Ao longo da quinta semana de gestação, o prosencéfalo (vesícula de posição 
rostral) se expande e dá origem ao telencéfalo e ao diencéfalo; o mesencéfalo 
(vesícula de posição mediana) não se divide; e o rombencéfalo (vesícula de posição 
caudal) se expande e dá origem ao metencéfalo e ao mielencéfalo, resultando em 
cinco vesículas secundárias (Figura 1)4-6.  
No decorrer da gestação, as vesículas secundárias se modificam e dão 
origem às estruturas características do encéfalo. O telencéfalo dá origem aos dois 
hemisférios cerebrais, os quais contêm o sistema olfatório, o corpo estriado, uma 
camada superficial de substância cinzenta (o córtex cerebral) e uma camada 
medular de substância branca. O diencéfalo dá origem ao tálamo, epitálamo, 
hipotálamo e subtálamo. O mesencéfalo origina o teto, o tegumento e os pedúnculos 
cerebrais. O metencéfalo origina a ponte e o cerebelo, enquanto o mielencéfalo dá 





Figura 1- Desenvolvimento do sistema nervoso central. O sistema nervoso tem origem na 
formação do tubo neural a partir do ectoderme embrionário. (A) O neuroepitélio do tubo neural 
começa a se subdividir e forma as diferentes vesículas primárias: prosencéfalo, mesencéfalo, 
rombencéfalo. (B) As vesículas primárias se subdividem em vesículas secundárias: telencéfalo, 
diencéfalo, mesencéfalo, metencéfalo e mielencéfalo (C) A proliferação e as especializações do 
neuroepitélio são etapas fundamentais para o amadurecimento das vesículas e formação das 
diferentes estruturas encefálicas com todas as suas particularidades. (D) Resumo da formação de 
diferentes estruturas encefálicas a partir das vesículas primárias. Em destaque, a origem embrionária 
do cerebelo a partir do rombencéfalo e metencéfalo, vesículas primária e secundária, 
respectivamente (Fonte: Adaptado de PURVES et al.)8.   
 
Além da formação das vesículas primárias e secundárias, o tubo neural é 
modelado ao longo do eixo dorsal-ventral estabelecendo compartimentos definidos 
de células progenitoras3. Células neuroepiteliais presentes na zona ventricular (VZ) 
do tubo neural, atuam como células-tronco e/ou progenitores para os neurônios e a 
macroglia (isto é, astrócitos e oligodendrócitos). A partir da sétima semana 
gestacional são formados os primeiros neurônios corticais. Neste período, outro 
compartimento neurogênico, chamado de zona subventricular (SVZ) aparece acima 
da VZ, ampliando a neurogênese. Os neurônios formados nessas regiões são 




A grande maioria dos neurônios do telencéfalo humano é gerada antes do 
nascimento. A formação dos neurônios excitatórios do córtex cerebral, por exemplo, 
termina em torno da vigésima sétima semana gestacional10,11. Entretanto, 
interneurônios cerebrais corticais adicionais, neurônios do giro denteado e os 
interneurônios do corpo estriado são formados após este período, prolongando-se 
além do nascimento em algumas regiões, sobretudo no neocórtex e cerebelo12,13.  
O desenvolvimento dendrítico e axonal, seguido pela formação de sinapses e 
mielinização de axônios são características celulares chave associadas à maturação 
funcional do SNC14,15. Embora menos intensas do que são no período pré-natal e no 
início do desenvolvimento pós-natal, mudanças estruturais e reorganização 
molecular dos circuitos neurais continuam ao longo da infância e adolescência. 
 A formação de células gliais geralmente segue a neurogênese e tem pico 
próximo ao nascimento, sendo também um processo que se prolonga no período 
pós-natal em humanos. As células precursoras de astrócitos e de oligodendrócitos 
são formadas a partir de células da glia radial, um tipo de célula-tronco oriunda das 
células neuroepiteliais da VZ e da SVZ e que aparecem por volta da sétima semana 
gestacional16-19.   
 As células gliais têm função essencial como progenitores neurais, tanto ao 
longo do desenvolvimento quanto no indivíduo adulto16. Os oligodendrócitos, embora 
sejam formados precocemente, começam a desempenhar o processo de 
mielinização relativamente tarde. A mielinização começa na substância branca da 
medula espinhal por volta da vigésima segunda semana gestacional, mas ocorre de 
forma gradativa na substância branca dos hemisférios cerebrais durante os três 
primeiros anos pós-natal, quando os oligodendrócitos são formados de forma 
robusta e migram amplamente3,20.   
 Os astrócitos são as células gliais mais abundantes no SNC, e constituem 
aproximadamente metade das células do cérebro humano. Correspondem a um 
grupo de células heterogêneas, com diferentes subtipos, que apresentam diferenças 
quanto a morfologia, desenvolvimento, metabolismo e fisiologia. Ainda não há total 




*Cerebellum: Palavra que quer dizer “pequeno cérebro”, e denominou-o assim, pela relativa 
aparência com o cérebro, porém, com um tamanho bem reduzido.  
 
 
são formados a partir da diferenciação direta de células da glia radial, seguida de 
ciclos de proliferação subsequentes. Os astrócitos desempenham uma série de 
funções essenciais, contribuindo com a função neuronal e manutenção da 
homeostase16,20-22.  
As micróglias também integram as células gliais, e constituem os macrófagos 
residentes do SNC, sendo os principais agentes imunes do tecido nervoso, e 
também agem na homeostase tecidual. No entanto, as micróglias têm origem fora do 
SNC, elas têm origem mesodérmica e derivam de progenitores de 
monócitos/macrófagos, que surgem no saco vitelino por volta da primeira semana 
gestacional, e penetram no encéfalo rudimentar já no início de sua vascularização. 
Por volta da quinta semana gestacional os precursores microgliais adentram no SNC 
e apresentam uma forma ameboide que se diferencia e assume a morfologia 
ramificada. As micróglias se acumulam gradualmente no SNC, aumentando 
expressivamente em número nas duas primeiras semanas pós-natais23-25. 
 
1.2 Desenvolvimento cerebelar  
 
Galeno (130-200 d.C.), considerado um dos primeiros anatomistas da história, 
concluiu que o encéfalo era formado de duas partes: uma anterior, o cerebrum e 
uma posterior, o cerebellum*26. Desde então, e passando pelas descrições feitas por 
Herófilo (335-280 a.C.), médico grego e também um dos primeiros anatomistas da 
história da medicina, até as observações de Andreas Vesalius (1514-1564), 
considerado o “pai da anatomia moderna”27, muitos questionamentos foram feitos 
sobre a estrutura e real função do cerebelo. Hoje, porém, grande parte desses 
questionamentos já são bem compreendidos.  
Como mencionado anteriormente, o cerebelo tem origem do romboencéfalo e 
metencéfalo. No desenvolvimento cerebelar, alguns componentes da matriz 
extracelular, como laminina e fibronectina, dão suporte e estimulam à migração de 
precursores neuronais a partir do neuroepitélio primário, enquanto outras moléculas 
extracelulares orientam essa migração. Algumas dessas moléculas são fatores 




como reelina, netrina e tenascina, que atraem ou repelem neurônios por 
mecanismos moleculares não totalmente compreendidos28.   
Do neuroepitélio primário adjacente ao quarto ventrículo (zona ventricular), as 
células migram em duas direções. A migração dorsal leva à formação dos núcleos 
profundos do cerebelo e da camada de células de Purkinje, e ocorre entre a 7ª e 13ª 
semanas de gestação (Figura 2). A migração dorsolateral forma os lábios rômbicos 
laterais que darão origem aos neurônios granulares29-31. A geração de neurônios 
granulares nos neuroepitélios germinativos, ao contrário das outras regiões 
cerebelares, ocorre em duas ondas de proliferação e migração (Figura 2)32. 
A partir da zona subventricular dos lábios rômbicos, os precursores das 
células granulares migram e formam a camada de células granulares externa, 
durante a 10ª e 11ª semanas de gestação. Esta camada superficial do cerebelo é 
um local de intensa proliferação neuronal, e constitui um neuroepitélio secundário, 
que dará origem a segunda onda de proliferação de células granulares (Figura 
2)29,30,33,34. As células na camada granular externa migram radialmente através da 
camada molecular (onde são geradas simultaneamente as células estreladas e as 
células em cesto) em direção à região mais interna, orientadas pelas fibras de 
Bergmann (glia radial), formando na 21ª semana de gestação a camada granular 
interna, abaixo da camada de células de Purkinje. Esse processo continua até os 15 
a 18 meses de idade pós-natal, quando a camada de células granular externa 
finalmente desaparece33-35. 
Além da formação do córtex cerebelar, o crescimento do verme da linha 
média aumenta durante o terceiro mês de gestação e é completado por volta da 16ª 
a 18ª semanas gestacional29-31. 
Após a etapa de proliferação e migração das células, o cerebelo apresenta 
uma estrutura com profundas fissuras e grandes apêndices semelhantes a dedos 
denominados de lóbulos ou folhas cerebelares, um processo que continua até os 6 
meses de idade pós-natal36. A distribuição celular em cada uma das camadas ocorre 
da mesma forma em todas as folhas cerebelares, formando uma estrutura tri-
laminada35,36. Logo após a formação da estrutura tri-laminada do cerebelo, é 
observada a maturação de duas das maiores aferências do córtex cerebelar, as 
fibras trepadeiras e as fibras musgosas.  
Como veremos adiante, é relevante para o presente trabalho ressaltar que 




e período gestacional entre humanos e ratos.  O desenvolvimento cerebelar dos 
ratos ao nascimento equivale a 24ª semana gestacional em humanos, dessa forma 
somente após 10 dias do nascimento o cerebelo do rato neonato pode ser 
equiparado ao de um bebê nascido a termo (Figura 2). Portanto, no presente 
trabalho quando provocamos uma inflamação sistêmica nos animais do dia pós-natal 
(PN) 1 ao 7 equivale a uma lesão prematura em bebês humanos (Figura 2).   
O neuroepitélio do cerebelo no rato, surge da porção dorsal do metencéfalo, 
no nono dia embrionário (E9)37. A proliferação dos precursores neurais na zona 
ventricular acontece quase exclusivamente na vida intrauterina do roedor, enquanto 
que os da camada granular externa têm sua proliferação no período neonatal38. Os 
primeiros neurônios da zona ventricular a serem gerados são os núcleos cerebelares 
e as células de Purkinje39,40. De acordo com Fonnum e Lock41, as células de Purkinje 
em ratos são formadas entre os dias E14 e E16 (Figura 2). Após o nascimento elas 
formam uma camada com aproximadamente seis células de espessura e pelos dias 
PN3 e 4 são transformadas numa única camada. A camada de células granulares 
(CCG) é formada a partir da camada germinal externa (CGE). Os neuroblastos da 
CGE proliferaram durante a primeira semana pós-natal. Já na segunda semana pós-
natal, os neurônios se diferenciam durante a migração através das camadas 
moleculares e de células de Purkinje, para atingir a maturidade na camada granular 
interna até o final da terceira semana pós-natal (Figura 2). As células em cesto e as 









Figura 2 - Comparação temporal do desenvolvimento das células de Purkinje e células 
granulares no córtex cerebelar em ratos e humanos. Em humanos, entre a 7ª e 13ª semanas de 
gestação, precursores neurais no metencéfalo migram dorsalmente para a formação dos núcleos 
profundos do cerebelo e da camada de células de Purkinje. Neste mesmo período, a partir dos lábios 
rômbicos laterais, migram os precursores das células granulares formando a camada de células 
granulares externa. Desta camada tem origem a segunda onda de proliferação e migração de células 
granulares. Em destaque (cor vermelha), o desenvolvimento de ratos neonatos (PN0-10) 
assemelham a um bebê humano ainda em desenvolvimento entre a 24ª e 38ª semanas de gestação 
e qualquer manipulação nessa fase pode ser comparada a uma lesão prematura em humanos. 
Camada granular externa (CGE), células de Purkinje (CP), dia Embrionário (E), dia Pós-Natal (PN), 
semanas gestacional (sg), semanas pós-natal (sPN), meses pós-natal (mPN) (Fonte: Adaptado de 
BIRAN et al.)32. 
 
1.2.1 Anatomia cerebelar 
 
O cerebelo possui cerca de 80% dos neurônios presentes no SNC, apesar de 
seu peso bruto corresponder a apenas 10% do peso total do encéfalo (19% dos 
neurônios estão situados no cérebro, e 1%, no tronco encefálico)43. 
O cerebelo está situado dorsalmente ao bulbo e a ponte, contribuindo para 
formação do teto do IV ventrículo. Repousa sobre a fossa cerebelar do osso 
occipital, comunica-se à medula e ao bulbo pelo pedúnculo cerebelar inferior, à 
ponte e o mesencéfalo pelos pedúnculos cerebelares médios e superiores40,44,45.  
Na anatomia do cerebelo podemos destacar o verme, que é uma porção 
ímpar e mediana que está ligado a duas grandes porções laterais, os hemisférios 
cerebelares. Sua superfície apresenta sulcos de direção predominantemente 




também sulcos mais pronunciados, as fissuras do cerebelo, delimitando lóbulos, 
podendo conter várias folhas (Figura 3)40,44,45. 
 
 
Figura 3 - Representação anatômica do cerebelo. Anatomicamente o cerebelo divide-se em uma 
região mediana - o verme e duas laterais - os hemisférios cerebelares. Podem ser distinguidos três 
lobos: flóculo-nodular, anterior e posterior (Fonte: Adaptado de LAZAROV)46. 
 
 
 Segundo Larsell47, o cerebelo de todo mamífero pode ser dividido em dez 
lóbulos básicos, numerados com algarismos romanos de I a X, da região anterior 
para posterior, subdivididos em lóbulos secundários e terciários (Figura 3). A 
proposta de Larsell baseia-se principalmente na ontogênese do órgão e leva em 
consideração o fato de que a primeira fissura a aparecer durante o desenvolvimento 
do cerebelo é a póstero-lateral, dividindo-o em duas partes desiguais, o lóbulo 
flóculo-nodular e o corpo do cerebelo. Seguido do surgimento da fissura prima que 
separa o corpo do cerebelo em lobos anterior e posterior44,45. 
 
1.2.2 Histologia cerebelar 
 
O cerebelo está entre os órgãos mais complexos do sistema nervoso central 




substância branca (central), a exemplo da organização do córtex cerebral. Mais 
internamente, dentro da substância branca, encontram-se núcleos cerebelares no 
neocerebelo (núcleo denteado), paleocerebelo (núcleos emboliforme e globoso, 
denominados conjuntamente de núcleo interpósito) e arquicerebelo (núcleo fastígio), 
além de axônios amielínicos e células gliais43,48. 
O córtex cerebelar é histologicamente homogêneo e sua citoarquitetura é 
composta por três camadas, como mencionando anteriormente, que se dispõe 
uniformemente da porção mais exterior à interior, são elas: camada molecular, 
camada de Purkinje e a camada granular (Figura 4)49.  
 
 
Figura 4 - Citoarquitetura do córtex cerebelar. Camadas do córtex cerebelar e principais tipos de 
neurônios. Na camada molecular estão presentes as células em cesto e células estreladas. Na 
camada granular estão as células granulares e células de Golgi. Entre as camadas molecular e 
granular, encontra-se a camada de células de Purkinje, que como o próprio nome diz, contém as 
células de Purkinje (Fonte: PURVES et al.)8. 
 
A camada molecular possui principalmente fibras orientadas paralelamente 
com dois tipos de neurônios: as células estreladas e as células em cesto. As células 
em cesto formam sinapses axossomáticas em forma de cesto ao redor do corpo das 
células de Purkinje, que recebem sinapses excitatórias das fibras paralelas através 
dos espinhos dendríticos. As células estreladas projetam axônios para as células de 
Purkinje adjacentes, recebendo sinais excitatórios das fibras paralelas e transmitindo 




A camada de Purkinje contém as células de Purkinje50. Essas são células 
piriformes, grandes e densas, possuem dendritos que se ramificam para a camada 
molecular e um axônio que sai em direção oposta, terminando nos núcleos centrais 
do cerebelo e exercendo uma função inibitória. Além disso, os axônios das células 
de Purkinje enviam projeções colaterais para outras células de Purkinje, células em 
cesto, células estreladas, e células de Golgi41. 
As células de Purkinje recebem aferências extra-corticais diretas pelas fibras 
trepadeiras oriundas do núcleo olivar inferior e, indiretas, por meio das fibras 
musgosas através das fibras paralelas das células granulares. Em contrapartida, as 
células de Purkinje representam as únicas eferências do córtex cerebelar (Figura 5). 




Figura 5 - Circuito de aferência e eferência do córtex cerebelar. As fibras musgosas chegam às 
células granulares, cujos axônios constituem as fibras paralelas. As fibras paralelas formam sinapses 
com as células de Purkinje. As fibras trepadeiras interligam-se diretamente às células de Purkinje. As 
células de Purkinje representam as únicas eferências do córtex cerebelar (Fonte: PURVES et al.)8. 
 
A camada granular é composta principalmente de células granulares ou 
grânulos do cerebelo, sendo células muito pequenas onde o citoplasma é reduzido. 
Os axônios das células granulares se dirigem à camada molecular e se bifurcam em 
forma de T dando origem às fibras paralelas que fazem contato sináptico excitatório 




de Golgi (Figuras 4 e 5). As células granulares são ativadas pelas fibras musgosas 
provenientes de outras regiões do cérebro, exceto da oliva inferior que ativa as 
células de Purkinje através das fibras trepadeiras (Figuras 4 e 5)8,40. 
Além disso, a camada granular possui outro tipo de neurônio, as células de 
Golgi, as quais possuem ramificações bem amplas. São células menos numerosas 
do que as células granulares, mas possuem ampla propagação dendrítica que atinge 
a camada molecular e são excitadas pelas fibras musgosas. 
Podemos destacar dois importantes neurotransmissores associados ao 
cerebelo: o ácido-gama-amino-butírico (GABA) e o glutamato. O GABA tem função 
inibitória e está presente em todas as células do cerebelo, com exceção das células 
granulares, que tem o glutamato como neurotransmissor e possuem função 
excitatória no córtex cerebelar34,41. 
O cerebelo, através das vias aferentes e eferentes faz conexões com diversas 
estruturas do SNC, tais como córtex pré-frontal, córtex parietal posterior, temporal 
superior, região occipito-temporal, assim como regiões límbicas.  
Devido a essa ampla gama de conexões ele está associado a funções 
motoras como coordenação motora e equilíbrio, funções executivas, integração de 
informação sensitiva e sensorial, organização visuo-espacial, memória visual, 
controle do comportamento e da motivação e também, com funções cognitivas e 
vegetativas51-53.  
Há pouco tempo, o cerebelo passou a ser relacionado também a patologias 
psiquiátricas, como a esquizofrenia54, distúrbios do humor e ansiedade55, transtorno 
do déficit de atenção com hiperatividade (TDAH)56 e distúrbios do espectro do 
autismo57.  
Um estudo realizado por Jaeger mostrou que em neonatos, a estimulação, 
supressão ou lesão de algumas regiões do cerebelo pode modificar ajustes rápidos 
e automáticos que mantêm o equilíbrio e a programação e refinamento dos 
movimentos voluntários e involuntários58. Contudo, apesar do conhecimento sobre a 
anatomia cerebelar, ainda não há consenso a respeito de como o processamento de 
informações nos circuitos cerebelares possibilita que o cerebelo exerça as funções 
as quais está associado. 
Todo conhecimento sobre o cerebelo, descoberto ao longo da história, 




laboratórios de todo o mundo, na busca de se compreender cada vez mais sua 




A inflamação caracteriza-se por um fenômeno complexo, dinâmico e 
multimediado por diferentes tipos celulares, sinais químicos e vias de sinalização 
celular. Ela é uma resposta estimulada por traumas, lesões e invasão tecidual por 
agentes infecciosos, com o objetivo de potencializar a recuperação e regeneração 
do tecido e eliminar micro-organismos ou outros agentes irritantes59. No entanto, 
quando a resposta inflamatória é persistente e exacerbada, pode agravar o dano 
tecidual60.  
Podemos destacar os principais fatores envolvendo o processo inflamatório: 
alterações na permeabilidade vascular; ativação e infiltração de células do sistema 
imune; e produção de citocinas. A resposta inflamatória pode apresentar dois 
estágios, um agudo e um crônico. A inflamação aguda é o estágio inicial do 
processo inflamatório, o qual é mediado pela ativação do sistema imune inato 
(composto por células fagocíticas, dendríticas e células Natural Killer) que 
corresponde a primeira linha de defesa do organismo, com resposta rápida, e 
persiste apenas por um período curto. Se o processo inflamatório persistir por um 
longo período, esse segundo estágio é denominado como inflamação crônica e 
envolve a ativação do sistema imune adaptativo (composto por linfócitos B e T) 
caracterizado como uma linha de defesa do organismo que age mais lentamente, e 
envolve componentes com maior especificidade6,61. 
No SNC o processo inflamatório é denominado neuroinflamação, 
apresentando características específicas devido a sua localização anatômica60,62. 
Por exemplo, a resposta inflamatória no encéfalo não apresenta sintomas clássicos 
como rubor, tumor, calor e dor, que são comumente vistos na inflamação em outros 
sistemas. Além disso, o recrutamento de leucócitos, que é rápido nos órgãos 
periféricos, apresenta-se modesto e tardio no tecido nervoso63. 
Parte dessas diferenças pode ser explicada pela presença da barreira 
hematoencefálica (BHE). A BHE exerce um papel primordial na proteção do SNC 
através de sua complexa seletividade. O aumento da permeabilidade da BHE pela 




O comprometimento da unidade vascular está implicado na patologia de inúmeras 
doenças neurodegenerativas64.  
Além da permeabilidade da BHE, sabe-se que a regulação da resposta 
inflamatória é também modulada pela resposta das células residentes do cérebro, as 
micróglias e os astrócitos (e em menor extensão os neurônios) (Figura 6)65.  
 
 
Figura 6 - Mecanismo de Neuroinflamação. A neuroinflamação é caracterizada pela ativação de 
micróglias e astrócitos, que liberam mediadores inflamatórios que podem alterar a BHE e causar dano 
neural.  Nota – BHE: barreira hematoencefálica (Adaptado de CHEN et al. e SILVA)6,66. 
 
As micróglias são as principais células imunes residentes do SNC. Em 
condições normais apresentam uma morfologia ramificada67,68 responsáveis por 
manter a homeostase tecidual65. Os astrócitos regulam ativamente as funções do 
SNC, e exibem grandes prolongamentos, apresentando morfologia semelhante à de 
uma estrela (Figura 6)6,69-71.   
As micróglias e/ou os astrócitos respondem a estímulos inflamatórios 
desencadeados por ligação de moléculas tais como adenosina trifosfato (ATP), LPS, 
proteínas endógenas e citocinas em receptores presentes na superfície da 
membrana celular72-74. As micróglias quando ativadas retraem os prolongamentos, 
adquirindo um fenótipo ameboide e consequente capacidade de migração, 




tornam hipertróficos, apresentando prolongamentos curtos e espessados (Figura 
6)6,70.   
A ativação de micróglias e de astrócitos também resulta, por exemplo, no 
aumento da síntese e secreção de diversas citocinas, tais como interleucinas (IL-1β, 
IL-6) e Fator de Necrose Tumoral (em inglês TNF), entre outras. Em concentrações 
basais, as citocinas têm um papel fundamental no desenvolvimento e no 
funcionamento do SNC. Mas, quando produzidas em níveis elevados e contínuos 
podem potencializar o processo neuroinflamatório. O TNF se apresenta nas formas 
α e β e suas proteínas são derivadas de dois genes diferentes76. Essa citocina é 
sintetizada pela estimulação de monócitos, macrófagos, linfócitos B e T, neutrófilos e 
mastócitos, após injúria traumática e promove neuroinflamação e 
neurodegeneração77,78. Além disso, a ativação de células da glia aumentam também 
a síntese/atividade de enzimas tais como ciclo-oxigenase 2 (COX2), NOS induzível 
(em inglês Nitric Oxide Synthase), e NOX (em inglês Nicotinamide Adenine 
Dinucleotide Phosphate Oxidase), levando respectivamente a maior concentração de 
prostaglandina 2 (PGE2), óxido nítrico (em inglês NO) e ânion superóxido (O2•-). 
Assim, a inflamação também gera estresse oxidativo, como veremos adiante73,79.  
 
1.4 Estresse oxidativo e suas consequências no SNC  
 
As células são formadas por diferentes moléculas, constituídas por um ou 
mais átomos ligados quimicamente uns aos outros. Esses átomos são rodeados por 
elétrons pareados. Ocasionalmente os átomos perdem ou ganham um elétron, e 
ficam com elétrons não pareados. Chamamos esses átomos/moléculas com elétrons 
não pareados de radicais livres e são os mediadores do estresse oxidativo80. Os 
radicais livres por sua vez são altamente instáveis e reativos81.   
Existem dois principais tipos de radicais livres: as espécies reativas de 
oxigênio (Reactive Oxygen Species – ROS) e as espécies reativas de nitrogênio 
(Reactive Nitrogen Species - RNS)80. ROS incluem, por exemplo, os radicais O2•- e 
hidroxila (OH•) e também o não radical peróxido de hidrogênio (H2O2); enquanto 
RNS incluem, por exemplo, os radicais óxido nítrico (NO•) e peroxinitrito (ONOO-), 
espécies que são sintetizadas nas células por diferentes vias82.  
As ROS são constantemente produzidas durante as reações do metabolismo 




do metabolismo do oxigênio83. Essas espécies reativas desempenham funções 
fisiológicas relevantes como fagocitose, sinalização celular, regulação de proteínas e 
plasticidade sináptica. Porém, quando em excesso, as espécies reativas induzem o 
estresse oxidativo81.  
Como proteção contra níveis aumentados de ROS e RNS, as células 
possuem vários agentes antioxidantes e antirredutores para a manutenção da 
homeostase redox, como enzimas (p. ex. superóxido dismutase [SOD]), e 
compostos não enzimáticos (p. ex. glutationa reduzida [GSH] e ácido ascórbico, 
entre outros)6,82,84,85. Em condições normais, o ambiente de oxidação e redução 
intracelular (ambiente redox) é regularmente controlado e mantido em estado 
redutor, exceto se a célula for exposta a situações oxidantes extremas. A 
homeostase redox é crucial para manter a atividade biológica e a geração adequada 
tanto de ROS quanto RNS86. 
O estresse oxidativo pode ser interpretado como a resposta de defesa do 
organismo a um agente agressor, na qual a formação de espécies reativas, supera 
significativamente a capacidade de defesa antioxidante e de reparo do organismo, 
levando consequentemente à lesão de biomoléculas (DNA, lipídios, proteínas). 
Contudo, atualmente há uma descrição mais complexa e elaborada para estresse 
oxidativo, na qual ele é definido como resultado da síntese excessiva e patológica de 
ROS e RNS que, além de causar danos a biomoléculas, ativa vias de sinalização 
redox patológicas, levando a proliferação celular, migração celular, remodelamento 
da matriz celular e inflamação6,87. 
O estresse oxidativo, assim como a inflamação, pode possuir um papel 
benéfico ou deletério, dependendo da sua intensidade, e parece estar envolvido na 
patogênese do dano neurológico de várias doenças que afetam o SNC81. 
O tecido nervoso é especialmente susceptível ao dano oxidativo por possuir 
altas taxas metabólicas, por sua reduzida capacidade de regeneração celular e por 
sua reduzida capacidade antioxidante, em comparação com outros tecidos88,89. Na 
prática, a presença de agentes antioxidantes no tecido cerebral é modesta. Os 
níveis de catalase (enzima que catalisa a formação de H2O e O2 a partir do H2O2), 
por exemplo, são baixos no hipotálamo e na substância negra, e ainda menores no 
cerebelo e no córtex81,90. 
Ao nascimento, ocorre estresse oxidativo em todos os recém-nascidos como 




intrauterino para a vida extrauterina91. Há um aumento na concentração de O2 no 
SNC do recém-nascido logo após o nascimento em relação ao feto, o que acarreta 
aumento de O2•- e, consequentemente, leva ao estresse oxidativo. Além disso, a 
expressão de NOS neuronal e NOS induzível aumenta após o nascimento e atinge 
um pico no quinto dia pós-natal. O início do período pós-natal é marcado pela 
eliminação apoptótica de neurônios e de células gliais excedentes. As células 
apoptóticas são fagocitadas por micróglias com consequente produção de ROS e 
NOS6,92.   
Como já mencionado, a inflamação, decorrente ou não de infecção, é outra 
condição capaz de gerar estresse oxidativo93. A neuroinflamação pode aumentar as 
concentrações de ROS e RNS, consequência, por exemplo, do aumento induzido da 
síntese/atividade de enzimas tais como NOS induzível e NOX88,94.  
Estresse oxidativo e neuroinflamação são os dois principais fatores 
subjacentes à neurodegeneração. Além disso, diversos estudos apontam que o 
cerebelo sofre alterações degenerativas na Doença de Alzheimer, Doença de 
Parkinson, Esclerose Lateral Amiotrófica e Doença de Huntington, indicando assim, 
correlação do estresse oxidativo com danos potenciais à estrutura cerebelar. 
 Os recém-nascidos, particularmente os prematuros, por não terem o sistema 
imune completamente formado e pelo tempo prolongado de internação em unidades 
de terapia intensiva neonatais, são mais vulneráveis/suscetíveis à infecção e/ou à 
inflamação e, consequentemente, também ao estresse oxidativo91. 
  
1.5 Prematuridade e sua repercussão sobre o cerebelo 
 
Processos infecciosos e/ou inflamatórios maternos durante a gestação 
(sistêmicos ou placentários) possibilitam que citocinas pró-inflamatórias (IL-1β, IL-6, 
IL-8 e TNF-α, por exemplo) alcancem a circulação sanguínea fetal, cruzem a BHE e 
desencadeiem neuroinflamação no SNC em desenvolvimento, podendo trazer 
consequências diversas. O sistema imune fetal também pode ser uma fonte de 
produção e secreção de citocinas após a infecção e/ou inflamação materna, no 
entanto, a resposta imune fetal depende do estágio de desenvolvimento do feto. 





A prematuridade é definida, segundo a Organização Mundial de Saúde 
(OMS), como o nascimento de crianças antes da maturidade fetal. Estima-se que 15 
milhões de bebês nascem pré-termo a cada ano no mundo. Segundo um estudo do 
Fundo das Nações Unidas para a Infância (UNICEF), a prevalência de partos de 
crianças prematuras no Brasil chega a 11,7% em relação a todos os partos 
realizados no país97. 
Apesar de quase metade dos casos de partos prematuros serem 
considerados de causa desconhecida, em uma porcentagem deles, pode-se 
identificar fatores de risco maternos e fetais, que podem ser classificados em 
epidemiológicos, obstétricos, ginecológicos, clínico-cirúrgicos, genéticos e 
iatrogênicos98. Como já mencionado, entre esses fatores, ressalta-se a associação 
com processos inflamatórios perinatais99.  
De acordo com a OMS, existem subcategorias de nascimento prematuro, 
baseadas na idade gestacional: extremamente prematuro (menos de 28 semanas); 
muito prematuro (28 a 32 semanas) e pré-termo moderado a tardio (32 a 37 
semanas). Quanto menor a idade gestacional, maiores são os riscos de o recém-
nascido estar sujeito a complicações agudas e em longo-prazo98.  
No que diz respeito ao SNC, o nascimento prematuro pode resultar em 
distúrbios neurológicos e/ou psiquiátricos em longo-prazo100,101. Ainda que a 
literatura associe o comprometimento do desenvolvimento do SNC em recém-
nascidos à prematuridade por si só, outros estudos também tem revelado que 
alterações do SNC podem ser, pelo menos em parte, consequências da exposição 
dos neonatos prematuros a fatores estressantes durante o período de internação 
hospitalar, tais como alteração da estimulação auditiva e luminosa, redução dos 
cuidados maternos, dor e desenvolvimento de infecções e/ou processos 
inflamatórios6,102,103.  
Infecção e/ou inflamação no período perinatal podem levar ao rompimento da 
BHE104, disfunção e/ou morte de neurônios e oligodendrócitos91,105 e 
desenvolvimento de leucomalácia periventricular106. Estudos clínicos indicam que 
infecção e/ou inflamação durante o desenvolvimento do SNC podem atuar como 
insulto desencadeador de paralisia cerebral, e também de autismo e 
esquizofrenia6,107-109.  
Em modelos animais foi demonstrado que a exposição à infecção e/ou 




BHE110, lesão das substâncias branca e cinzenta111, dilatação ventricular112 e 
redução de neurônios em regiões do hipocampo e do cerebelo113,114. Também são 
relatadas alterações tardias da aprendizagem e memória, da resposta à dor e dos 
comportamentos de ansiedade nesses animais115,116.  
A hemorragia cerebelar é a lesão destrutiva melhor estudada na 
prematuridade. As hemorragias são seguidas de atrofia cerebelar e ligadas a 
patologias que comprometem o fluxo sanguíneo cerebral117, estando associada com 
alta prevalência de comprometimento cognitivo, de aprendizado, e do 
comportamento a longo prazo29.  
Além da hemorragia cerebelar, a neuroinflamação em períodos críticos do 
desenvolvimento está relacionada ao baixo desenvolvimento cerebelar e a perda 
neuronal117, especificamente pode provocar diminuição da densidade e volume de 
células de Purkinje acompanhada por comprometimento na coordenação motora e 
equilíbrio, além de causar um padrão difuso de danos na substância branca 
cerebelar32,118. Os danos na citoarquitetura cerebelar são permanentes, constituindo 





















2.1. Objetivo Geral 
 
 Avaliar os efeitos crônicos, no cerebelo, de um processo inflamatório sistêmico 
durante o período neonatal. 
 
2.2. Objetivos específicos 
 
 Investigar as consequências da inflamação sistêmica neonatal sobre a atividade 
imune no cerebelo a longo prazo; 
 Avaliar o número de células da micróglia no cerebelo, por meio de 
imunofluorescência para Ionized calcium-biding adapter molecule 1 (Iba1, 
marcador de micróglia). 
 
 Avaliar se a inflamação sistêmica neonatal altera a densidade de neurônios do 
cerebelo na vida adulta;  
 Avaliar o número de células de Purkinje por meio de imunofluorescência 
para calbindina.  
 Mensurar alterações no nível de estresse oxidativo na estrutura cerebelar de ratos 
adultos após inflamação sistêmica neonatal, por meio de histoquímica para 
dihidroetídio (DHE);  
 Analisar os efeitos da inflamação sistêmica durante o período neonatal sobre a 
atividade locomotora a longo prazo; 
 Avaliar a atividade locomotora e o comportamento associado à ansiedade 
em ratos adultos por meio do teste de campo aberto (Open-Field).  
 Identificar a expressão gênica de citocina (TNF-α) relacionada a neuroinflamação 







Os procedimentos e experimentos realizados nesse estudo são apresentados 
de forma esquemática na figura a seguir (Figura 7). 
 
 
Figura 7 - Delineamento experimental. Nota – PN: dia pós-natal; LPS: lipopolissacarídeo. (Fonte: 
Elaborado pelo próprio autor). 
 
3.1. Animais experimentais 
 
O projeto foi desenvolvido sob aprovação da Comissão de Ética no Uso de 
Animais (CEUA) da Universidade Federal de São Paulo (UNIFESP) - número 
9781020317 (Anexo). Neste trabalho, foram utilizados ratos da espécie Rattus 
norvegicus, da linhagem Wistar (heterogênico), procedentes do Centro de 
Desenvolvimento de Modelos Experimentais para Medicina e Biologia (CEDEME) – 
UNIFESP. Os animais foram alojados em gaiolas com forragem de maravalha, com 
água e ração (Nuvilab) à vontade. Também foram mantidos em condições 
controladas de temperatura (23±2ºC) e ciclo de 12h claro/escuro (lâmpadas acesas 
das 6h às 18h). 
Inicialmente, um total de 10 ratas prenhes foi utilizado para a obtenção dos 
filhotes. As ratas prenhes foram mantidas individualmente em gaiolas (acrílico, 
transparentes e medindo aproximadamente 42x26x18 cm) em estantes ventiladas 




Os filhotes permaneceram junto as mães desde o nascimento, considerado o 
dia pós-natal zero, até o dia PN21, quando ocorreu o desmame.  No PN1, era feita a 
sexagem dos filhotes com base na distância anogenital (Figura 8), e cada ninhada 
foi padronizada com oito filhotes machos por mãe, em alguns casos por meio de 
adoção cruzada, com o objetivo de manter a uniformidade de peso e evitar lotação 
das gaiolas. Filhotes fêmeas, assim como os filhotes machos excedentes em cada 
ninhada foram eutanasiados. Após o desmame, os filhotes foram separados em 
gaiolas de polipropileno contendo até três animais, e as mães foram eutanasiadas. 
 
 
Figura 8 - Diferença anatômica em relação à distância anogenital entre filhotes fêmea e macho. 
A fêmea, apresenta distância anogenital menor (barra) quando comparada ao macho (Fonte: 
Adaptado do website American Fancy Rat and Mouse Association). 
 
Também no PN1, os filhotes foram tatuados nas patas, de forma que 
individualizasse cada animal dentro da ninhada. Cada tatuagem foi feita injetando 
2μL de solução de pasta verde (Ketchum Manufacturing Inc, Canadá), usando 
seringa de insulina de 0,5mL (agulha com 8mm de comprimento e 30G de calibre). 
Nas patas sem tatuagem, foram injetados 2μL de solução de cloreto de sódio 0,9% 
estéril, fazendo com que todos os filhotes recebessem o mesmo volume de solução 
(pasta verde ou salina) em cada uma das patas. 
A solução de pasta verde foi preparada com água destilada (50mg/mL) e 
usada durante todo período de experimentos. O volume da solução de pasta verde 
usado para tatuar era aspirado com uma pipeta automática, alocado sobre um 





na região plantar da pata do animal. A agulha da seringa era inserida no subcutâneo 
da pata e avançada 1-1,5mm, paralelamente à superfície da pele e em direção a um 
dos dedos. Se necessário, a pata era limpa para remover algum refluxo de solução 
de pasta verde. 
Durante os procedimentos de sexagem, de marcação para diferenciação dos 
grupos experimentais e para administração das soluções (ver adiante), as mães 
eram alojadas temporariamente em uma nova gaiola e os filhotes eram mantidos em 
suas gaiolas “moradias”, e levados do biotério para uma sala de manipulação no 
intuito de que as mães não ouvissem a vocalização dos filhotes, minimizando o 
estresse dessas ratas. Durante os procedimentos os filhotes eram mantidos sobre 
uma faixa térmica aquecida (Conforto e Terapia produtos térmicos). A manipulação 
dos animais foi feita sempre entre 7h e 10h da manhã. No PN78, os animais foram 
transferidos para o biotério do Laboratório de Neurobiologia – UNIFESP, onde 
permaneceram até a data da eutanásia.  
 
3.1.1. Grupos experimentais e administração das soluções 
 
No PN1, os filhotes foram alocados aleatoriamente nos grupos experimentais 
e, quando possível, cada ninhada teve pelo menos um representante de cada grupo 
de estudo. Os grupos experimentais e a administração das soluções foram definidos 
da seguinte forma: 
 
 Grupo LPS (n= 11) – a indução do processo inflamatório sistêmico neonatal foi 
realizada por meio de injeção intraperitoneal de LPS. Os animais deste grupo 
experimental receberam injeção de 1mg/Kg121 de LPS (Sigma L-2630 [Escherichia 
coli, sorotipo 0111:B4]), dissolvido em solução de cloreto de sódio 0,9% estéril 
(0,2mg de LPS/mL de salina), resultando em 5mL/Kg de volume injetável.  
  Com o intuito de posteriormente ampliar este estudo, animais do grupo LPS 
também receberam uma injeção de solução de cloreto de sódio 0,9% estéril 
(5mL/Kg) 30min antes da injeção de LPS. 
 
 Grupo SHAM (n= 8) – Os animais deste grupo experimental receberam duas 
injeções de solução de cloreto de sódio 0,9% estéril (5mL/Kg, i.p.), com intervalo de 




 Grupo NAIVE (n= 9) – Os animais deste grupo experimental não receberam 
injeções intraperitoneais de qualquer tipo. 
 
A administração das soluções (usando seringa de insulina de 0,5mL, agulha 
com 8mm de comprimento e 30G de calibre), foi realizada nos dias PN1, PN3, PN5 e 
PN7 (Figura 7).  
 
3.1.2. Monitoramento dos animais 
 
Entre o PN1 e PN15, período considerado mais crítico devido aos estímulos 
inflamatórios e também à manipulação maior dos filhotes, os animais foram 
checados diariamente para acompanhar a vitalidade dos mesmos e verificar a 
ocorrência de óbitos. Após esse período, os animais foram monitorados em dias 
alternados.  
Os animais foram pesados no PN1, PN3, PN5 e PN7, particularmente para 
calcular o volume das soluções administradas e monitorar os animais durante o 
período agudo do tratamento. A pesagem foi realizada apenas nos dias de 
tratamento para minimizar o efeito da separação materna. Adicionalmente, eles 
foram pesados no PN21, PN45 e PN89 para avaliar o desenvolvimento. 
 
3.2. Avaliação comportamental - teste de Campo Aberto 
 
Num primeiro momento pensamos em utilizar o Rotarod, teste que representa 
uma das principais abordagens na avaliação de coordenação motora e equilíbrio, 
caracterização fenotípica motora em modelos animais122. Porém, como a avaliação 
motora dos animais foi realizada apenas em PN84, quando já estavam muito 
grandes, não foi possível realizar o teste de forma satisfatória. Como alternativa, a 
atividade locomotora dos animais foi avaliada por meio do teste de Campo Aberto. 
O teste de Campo Aberto tem por finalidade analisar e quantificar a atividade 
locomotora espontânea geral. Esse teste é baseado no modelo descrito por Lima e 
colaboradores123 e foi realizado em uma arena circular de madeira com fundo de cor 
preta (Figura 9), com as seguintes medidas: diâmetro de 97,5cm e altura de 34cm. O 
fundo do aparato foi dividido em zonas periférica e central, e estas subdivididas 




em uma sala dedicada para esse fim, adequadamente iluminada (luminária no teto 
coberta com papel manteiga branco e duas lâmpadas fluorescentes no piso, luz 
branca, fria, 16W cada) e isolada do laboratório, de forma que não houvesse 
interferência de fatores do ambiente externo. Suspensa, acima da região central da 
arena, havia uma câmera de vídeo (Panasonic; modelo WV-CP504), ligada a um 
computador localizado fora da sala de filmagem. As gravações foram analisadas por 
meio do programa EthoVision (Noldus; versão 7.0). 
 
 
Figura 9 - Aparato utilizado no teste do Campo Aberto. (Fonte: Elaborado pelo próprio autor). 
 
Foram avaliados os seguintes parâmetros: a distância total percorrida (cm), 
velocidade média (cm/s), permanência na zona interna (s), frequência na zona 
interna, permanência na zona periférica (s), frequência na zona periférica, 
permanência em estado de imobilidade (s) e permanência em estado de mobilidade 
(s).  
A distância total percorrida define-se como o deslocamento do animal por 
todos os quadrantes das zonas periférica e central, sendo um dos fatores avaliados 




periférica refere-se quando o animal passa com as quatro patas de um quadrante 
para o outro, na região periférica da arena. Já a locomoção central, tem os mesmos 
parâmetros da locomoção periférica, mas acontece na região central da arena. No 
campo aberto esses movimentos estão relacionados a respostas emocionais dos 
animais, tendo em vista que em condições normais roedores tendem a permanecer 
mais próximos às paredes da arena, possivelmente por se sentirem mais seguros 
nessa região da arena, demonstrando neste caso pouco impulso exploratório e 
maiores níveis de ansiedade e medo. A área central do aparato é considerada uma 
área mais aversiva que a região periférica. Quanto maior a locomoção e o tempo 
que o animal passa no centro do aparato, menor é o índice de 
ansiedade/emocionalidade.  
Os animais foram levados para o laboratório 30 min antes do início do teste, 
para ambientação com o local. Cada animal foi posicionado no centro do aparelho, e 
observado durante 10min. Entre um animal e outro, o aparelho foi limpo com solução 
de álcool a 5% para que não houvesse interferência do odor do animal anterior. O 
teste foi realizado no PN846, sempre durante o período da tarde (15-17h). 
 
3.3. Avaliação Histológica 
 
3.3.1. Fixação do tecido – Perfusão 
 
Os animais foram eutanasiados no PN896. 
Para permitir posterior realização de técnicas histoquímicas e 
imunohistoquímicas no tecido encefálico, uma parte dos animais foi perfundida com 
solução fixadora. Para realização deste procedimento, eles foram anestesiados via 
intraperitoneal com uma solução contendo 15mg/kg de xilazina, 80mg/kg de 
quetamina e 1mg/Kg de acepromazina. Uma vez constatada a profunda sedação do 
animal (pela ausência de resposta a estimulo nociceptivo) a cavidade torácica foi 
aberta e o coração exposto. Em seguida, uma agulha com calibre de 18G, acoplada 
em uma das extremidades da mangueira da bomba peristáltica (Cole-
Parmer/Masterflex; console modelo 7554-80), foi inserida no ventrículo esquerdo até 
atingir a aorta ascendente. O átrio direito foi cortado, fazendo a lavagem com 
tampão fosfato (PB) 0,1M (fosfato de sódio monobásico anidro 0,023M, fosfato de 




passada uma solução fixadora de paraformaldeído 4% em PB 0,1M. Ao final da 
perfusão, os encéfalos foram extraídos, mantidos por 24h na solução fixadora e 
depois crioprotegidos, por 72h, em solução de sacarose 30% em PB 0,1M, a 4°C. 
Após a desidratação, os encéfalos foram congelados com gelo seco e guardados no 
ultrafreezer (-80°C) até serem cortados em criostato. 
 
3.3.2. Corte dos encéfalos 
 
Os encéfalos foram cortados em fatias coronais com espessura de 40 μm 
utilizando um criostato (LEICA, CM 1850). Os cortes do cerebelo, e separadamente 
do cérebro, foram distribuídos em sequência em placas acrílicas com 24 poços 
contendo uma solução antifreezing (sacarose 30% [massa/volume] e etilenoglicol 
30% [volume/volume] em PB 0,1M) e armazenados a -20ºC para processamento 
posterior. 
 
3.3.3. Imunofluorescência para micróglia e células de Purkinje 
 
Os cortes de cerebelo foram lavados, sob agitação leve, 5x de 5min com PB 
0,1M/pH7,4 para remoção da solução antifreezing. Em seguida, eles foram 
incubados por 20min em solução de peróxido de hidrogênio (H2O2) 3% em PB e 
lavados 3x de 5min com PB 0,1M/pH7,4 sob agitação leve. Foi realizado bloqueio de 
marcação inespecífica e aumento da permeabilidade da membrana com uma 
solução de soro fetal bovino 3% e detergente Triton X-100 0,27% em PB sob 
agitação leve, por 30min e, em seguida, os tecidos foram incubados ao mesmo 
tempo com anticorpos primários anti-calbindina-D-28K (Sigma C9848 clone CB-955, 
produzido em camundongo, diluição 1:3500) e anti-Iba1 (Abcam ab5076, produzido 
em cabra, diluição 1:500), diluídos em solução de bloqueio e detergente, “overnight”, 
à temperatura ambiente. No dia seguinte, eles foram lavados, 5x de 5min com PB e 
incubados com os anticorpos secundários anti camundongo e anti-cabra conjugados 
com Alexa Fluor® 546 (Life Technologies A-11061) e Alexa Fluor® 488 (Life 
Technologies A21206), respectivamente, diluídos (1:500) em solução de bloqueio e 
detergente por 2h sob agitação leve. Após a incubação, os cortes foram novamente 
lavados, 5x de 5min com PB e, em seguida, incubados com solução de DAPI (4´,6-




protegidos da luz. Por fim, foram lavados sob agitação leve, 5x de 5min com PB, 
montados em lâminas silanizadas e, após secarem, fechados com Fluoromount-G 
(SouthernBiotech 0100-01) e lamínula. 
  
3.3.4. Análise Estereológica 
 
A estereologia é um método que possibilita a análise quantitativa de um 
órgão, tecido ou estrutura por meio da determinação de parâmetros objetivos em 
imagens tridimensionais. Para isso utiliza-se de princípios geométricos, matemáticos 
e estatísticos124. 
A contagem do número de células de Purkinje e micróglia foi realizada por 
meio de estereologia tridimensional com o método do fracionador óptico, que 
combina a amostragem do fracionador e o dissector óptico de contagem125, 
utilizando o software Stereo Investigator (MBF Bioscience, EUA). Este método 
permite obter estimativas próximas dos valores reais sem viés, mediante coleta 
sistemática e aleatória de dados.  
Aplicando o princípio de Cavalieri, os cortes foram selecionados de forma 
sistemática, uniforme e aleatória. Para isso, o primeiro corte histológico foi 
selecionado entre o 1º e o 24° poço da placa, e os seguintes a cada 240µm (um a 
cada 6 poços), totalizando seis secções por animal, entre os níveis de Bregma -
9,12mm e -12,00mm.  
Inicialmente, os parâmetros utilizados para a contagem das células de 
Purkinje e micróglia no cerebelo foram definidos por contagens preliminares 
baseadas nos trabalhos de Larsen e colaboradores126 e Perez-Pouchoulen e 
colaboradores127, respectivamente, e são sumarizados na Tabela 1.  
Para realização da contagem, as regiões de interesse foram delineadas 
manualmente utilizando uma lente objetiva de 10x. Tendo vista que toda a estrutura 
cerebelar apresenta-se de forma homogênea em suas seções, e tanto os 
hemisférios direito e esquerdo, quanto o verme cerebelar, apresentam estruturas 
histológicas semelhantes43, para contagem de micróglia foi delineado todo o 
hemisfério cerebelar direito e para contagem de células de Purkinje foram 
delineadas as camadas de Purkinje localizadas nessa mesma região dos mesmos 






Figura 10 - Interface do software Stereo Investigator com representação da delimitação manual 
das regiões de interesse para contagem. Linha amarela indicando delineamento de todo hemisfério 
cerebelar direito, onde foi realizada contagem de células da micróglia; na parte interna, a linha azul 
indicando o delineamento das camadas de Purkinje, onde foram contabilizadas as células de 



















Tabela 1 - Parâmetros utilizados na análise estereológica. 
Especificações Tipo Celular 
 
Células de Purkinje Micróglia 












Variou entre 23 – 32µm 
 
 
Variou entre 23 – 32µm 
 
 

















Caixa de contagem 
(Frame) 
 
50µm x 50µm 70µm x 70µm 
 
Espaçamento entre as 





400µm x 400µm 
 
 
600µm x 600µm 
 







Região delineada para 
contagem 
 
Camadas de Purkinje, 
localizadas no hemisfério 
cerebelar direito 
 











Figura 11 - Interface do software Stereo Investigator com representação de Counting Frames e 
Grids no hemisfério direito do cerebelo. A) Grid (400µmx400µm) utilizado sobre a área de 
contagem nas camadas das células de Purkinje, delimitadas em azul. Em destaque o Counting Frame 
(50µmx50µm) utilizado na contagem de células de Purkinje (células marcadas em vermelho, objetiva 
40x). B) Grid (600µmx600µm) utilizado sobre a área delineada em amarelo para contagem das 
células da Micróglia. Em destaque Counting Frame (70µmx70µm) utilizado na contagem de células da 
Micróglia (células marcadas em verde, objetiva 40x). Nos Counting Frames as linhas rosas delimitam 
pontos de exclusão e linhas verdes delimitam pontos de inclusão na contagem das células. Os 
Counting Frames são posicionados nas interseções das linhas dos Grids dentro da região de 




A contagem foi realizada com objetiva de 40x. Os nucléolos das células de 
Purkinje e a parte superior do corpo celular das micróglias que estavam dentro do 
counting frame ou que tocavam suas bordas superior e direita (margens verdes) 
foram incluídos nas contagens. Para evitar a dupla contagem nos planos x ou y, 
quando os pontos de referência adotados para contagem das células tocavam as 
bordas inferior e esquerda da estrutura de contagem (margens rosas), essas células 
não eram contabilizadas (Figura 11)125. Embora células de Purkinje com mais de um 
nucléolo sejam raras, na ocorrência de casos como esse, optou-se pelo nucléolo de 
maior diâmetro128.  
O programa controla os movimentos da platina motorizada (Mbf Bioscience) 
do microscópio de fluorescência (Nikon Eclipse 80i) e por consequência da lâmina 
de microscopia sob observação. Após a contagem se encerrar em um counting 
frame o programa desloca a platina automaticamente para o próximo ponto de 
intersecção no grid e assim subsequentemente, até o pesquisador completar a 
contagem de todos os counting frames no grid da região de interesse (Figura 11). 
Após finalizadas as contagens o programa gera uma série de dados 
estatísticos e faz a estimativa total do número de objetos de interesse para cada 
estrutura (células/mm3) com os respectivos coeficientes de erro. 
  
3.3.5. Histoquímica para estresse oxidativo 
 
Para mensuração do estresse oxidativo foi realizada a detecção indireta do 
O2•, que é um dos mais importantes radicais desencadeadores do estresse 
oxidativo90. A presença de O2•- no tecido nervoso foi determinada utilizando-se o 
reagente dihidroetidina (DHE), que se difunde livremente através das membranas 
celulares e reage com o O2•- (oxidação de dihidroetidina) formando etidina, que por 
sua vez intercala-se no DNA fornecendo fluorescência nuclear129,130. 
Os cortes de cerebelo foram lavados, sob agitação leve, 3x de 5min com PB 
0,1M/pH7,4 para remoção da solução antifreezing. Em seguida, eles foram 
incubados por 15min em uma solução de DHE (5μM; Sigma D7008) em PB 
0,1M/pH7,4 e lavados 3x de 5min com PB 0,1M/pH7,4 sob agitação leve. Então, os 
cortes foram incubados por 10min em solução de DAPI (4´,6-diamidino-2-
phenyindol; 0,57μM; Sigma D9564) em PB 0,1M/pH7,4 e lavados 3x de 5min com 




secagem parcial, as lâminas foram fechadas com Fluoromount-G (SouthernBiotech 
0100-01) e lamínula. 
Para a análise de DHE foram selecionadas três fatias do hemisfério direito do 
cerebelo, todas contendo o lóbulo I. Em cada fatia foram capturadas 5 imagens do 
lóbulo I, obtendo um total de 15 imagens por animal dessa região. As imagens foram 
capturadas usando um microscópio confocal com a objetiva de 20X (Zeiss, LSM 
780). Para garantir que as imagens obtidas do lóbulo I eram representativas para a 
condição analisada, outras áreas (lóbulos) do cerebelo foram verificadas como 
controle. A fluorescência da etidina foi detectada com filtro de excitação de 510-
560nm (nanômetro) e filtro de emissão de 590nm, enquanto a fluorescência do DAPI 
foi detectada com filtro de excitação de 330-380nm e filtro de emissão de 420nm. Foi 
feita a análise da “pixelação” (densidade integrada) das imagens digitalizadas 
usando o programa ImageJ (National Institutes of Health, EUA; versão 1.50i). Para 
isso, foram calculados a intensidade de fluorescência da etidina e do DAPI e com os 
valores obtidos calculou-se a razão entre as fluorescências (normalização da 
densidade integrada ou fluorescência relativa etidina/DAPI)129,130.  
 
3.4. Análise de Expressão Gênica – TNF-α 
 
3.4.1. Extração de tecido a fresco 
 
Para permitir a posterior realização de técnicas de biologia molecular, uma 
parte dos animais não foi perfundida. Neste caso, os animais foram eutanasiados 
por decapitação sem uso de anestésico. Tal procedimento é justificado por 
evidências na literatura que apontam que a identificação da expressão gênica de 
fatores relacionados a neuroinflamação crônica, podem ser alterados com a 
utilização de anestésicos131,132. Após a eutanásia o cerebelo e hipocampo foram 
dissecados. Especificamente para análise de expressão gênica, o hipocampo 
também foi utilizado, pois dados da literatura apontam, nessas estruturas, aumento 
dos níveis de TNF-α a longo prazo, induzidos por administração de LPS133.   






3.4.2. Isolamento de RNA 
 
O RNA foi extraído de tecido nervoso (cerebelo e hipocampo) utilizando-se 
Trizol Reagent (Invitrogen, Carlsbad, USA) e seguindo o protocolo do fabricante. 
Adicionou-se 1mL de Trizol ao tecido dissecado que foi incubado por 10min à 
temperatura ambiente (20°C a 25°C), em seguida os tecidos foram macerados e 
homogeneizados mecanicamente. Foram adicionados 200µL de clorofórmio (Synth, 
Diadema, Brasil) em cada amostra e estas foram incubadas de 2 a 3 minutos à 
temperatura ambiente e centrifugadas a 12000xg (Centrífuga modelo 5804R 
Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) a 4°C por 15min.  
Após a centrifugação, a mistura separa-se em uma fase mais densa de 
coloração rosa (fenol-clorofórmio) no fundo do tubo contendo as proteínas, uma 
interface branca (DNA precipitado) e uma fase sobrenadante aquosa (incolor) onde 
está contido o RNA. A fase aquosa foi transferida para outro tubo de microcentrífuga 
com cuidado e o RNA foi precipitado adicionando-se 500µL de isopropanol (Synth). 
As amostras foram incubadas à temperatura ambiente por 10min e, em seguida, 
transferidas para tubos plásticos de 1,5mL onde foram incubadas à temperatura de -
20°C por 20-24h. Após esse período, as amostras foram centrifugadas a 12000xg, a 
4°C por 10min. O sobrenadante foi descartado e os pellets de RNA foram lavados 
com etanol 75% gelado (Synth). Essa mistura foi agitada em vórtex e centrifugada a 
12000xg a 4°C por 10min. Ao final desse processo, os pellets de RNA foram 
deixados secar em temperatura ambiente. No dia seguinte foram ressuspendidos em 
água livre de RNAse, incubados a 60°C por 15min e então armazenados a -80°C até 
o momento do uso. 
Uma alíquota de 2µL, de cada amostra, foi usada para quantificação do RNA 
utilizando-se o espectrofotômetro NanoVue Plus (GE Healthcare, Buckinghamshire, 
Reino Unido). Após a quantificação, as amostras de RNA foram submetidas à 
eletroforese em gel de agarose 1% em tampão TAE 1x (Tris-acetato-EDTA: Tris 
40mM, Ac. Acético 20mM, EDTA 1mM), com voltagem de 80V por 45mim, para 








3.4.3. Síntese de cDNA 
 
A síntese de cDNA foi feita utilizando 2µg de RNA total. As amostras foram 
tratadas com RQ1 RNAse-Free DNAse (Promega, Madison, USA) seguindo as 
recomendações do fabricante, tendo no final um volume de 10µL. Para a transcrição 
reversa foi utilizado 1µL de 0,5mM de Oligo(dT)15 Primer (Promega), incubado por 
5min a 70°C, seguido por 5min a 4°C. Após esse período de incubação, foram 
adicionados às amostras: 0,5µL de RNasin Ribonuclease Inhibitor (Promega), 1µL 
de desoxinucleotídeo trifosfato 10mM (dNTP; Promega), 1µL de ImProm-II Antisense 
Transcription System (Promega), 4µL do tampão da enzima e 1,5µL de MgCl2 
25mM, tendo um volume final de 20µL. As condições de amplificação utilizadas no 
termociclador Eppendorf Mastercycler Personal (Applied Biosystems) foram: 25°C 
por 5min, 42°C por 60min, 70°C por 15min. Ao término da síntese de cDNA, as 
amostras foram armazenadas a uma temperatura de -20°C. 
 
3.4.4. Amplificação dos genes de interesse 
 
Os primers que foram utilizados para as reações de amplificação foram 
desenhados com o auxílio da ferramenta PrimerQuestSM 
(www.idtdna.com/Scitools/Applications/Primerquest) com base nas sequências 
obtidas de banco de dados do site PubMed 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_012675.3). 
Após o desenho, os primers foram analisados quanto à sua homologia 
utilizando-se o Primer BLAST (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) e 
foram sintetizados pela empresa Integrated DNA Technologies (IDT- Iowa, EUA) 
(Tabela 2). 
 
Tabela 2 - Sequências dos primers de TNF-α utilizados no PCR-real time 
                                Sequência 5’-3’                                     TM 
Forward ACCTTATCTACTCCCAGGTTCT 56.3°C 






3.4.5. PCR quantitativa (qPCR) 
 
A reação de PCR quantitativa foi realizada utilizando Fast SYBR Green qPCR 
Master Mix (Applied Biosystem - California, EUA) em termociclador 7500 Fast Real-
Time PCR System (Applied Biosystem). Para cada reação, 20ng de cDNA foram 
adicionados a 5µL de SYBR Green, 0,4µL de cada primer (forward e reverse) 
(10µM) (Tabela 3) e água livre de RNAses para completar um volume final de 10µL. 
Todas as reações foram realizadas em triplicata. Os ciclos das reações foram 
constituídos por: 95°C por 10min e 40 ciclos de 95°C por 15seg e 60°C por 30seg. A 
partir das curvas de amplificação geradas, o número de ciclos que passaram o limiar 
basal, chamado Ct (Cycle Threshold), no qual todas as amostras podem ser 
comparadas, foi determinado e aplicado o método de quantificação relativa ΔΔCt. 
Por este método os resultados obtidos na análise do gene de interesse foram 
comparados com o gene endógeno Hypoxanthine-guanine 
phosphoribosyltransferase (Hprt).  
 
3.5. Análise estatística 
 
Para análises estatísticas foi utilizado o programa SPSS Statistics (Versão 
20.0.0). Os dados da mortalidade foram analisados por meio do teste qui-quadrado 
de Pearson para comparação entre os grupos e os resultados foram expressos em 
porcentagem. O teste ANOVA de uma via foi utilizado para análise dos outros 
parâmetros analisados como: dados da massa corporal, atividade locomotora (teste 
de campo aberto); fluorescência relativa etidina/DAPI; o quantitativo de células de 
Purkinje e micróglia (análise estereológica) e a expressão de citocina pró-
inflamatória TNF-α (qPCR).  Quando aplicável, após o teste ANOVA foi realizado o 
teste post hoc de Tukey. As diferenças foram consideradas como significativas 
quando p<0,05. Os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média 
(EPM). Para garantir a escolha adequada do teste estatístico, antes de realizar o 
teste ANOVA, foram realizados testes para verificação da suposição de normalidade 








4.1. Avaliação da Mortalidade 
 
 Para esta análise foram considerados 63 filhotes. Destes, 35 morreram (56%) 
entre o PN1 e o PN12. A taxa de mortalidade dos filhotes no grupo NAIVE foi 31% 
(4/13), no grupo SHAM foi 20% (2/10) e no grupo LPS foi de 73% (29/40) (Figura 
12). 
O teste qui-quadrado de Pearson indicou que a taxa de mortalidade foi 
significativamente diferente para o fator grupo [X2(2)= 13,006; p<0,001]. Nesta 
análise, para evitar erros derivados de múltiplas comparações, foi utilizada a 
correção de Bonferroni que altera o nível de significância (p). O nível de significância 
corrigido após esse procedimento foi de p<0,0083. Assim, os grupos NAIVE e SHAM 
não apresentaram diferença significante na taxa de mortalidade entre eles (p= 0,045 
e p= 0,012 respectivamente).  No entanto, observa-se diferença desses grupos com 
o grupo LPS (p= 0,003) (Figura 12).  
 
 
Figura 12 - Mortalidade dos filhotes nos diferentes grupos. Os animais do grupo LPS 
apresentaram taxa de mortalidade significativamente maior quando comparados com os animais dos 





*Embora o teste ideal para essa análise seja ANOVA de medidas repetidas, o referido teste 
obscurece os resultados no período agudo, por isso, para destacar as variações pelo efeito da 
inflamação naquele período, optou-se pelo uso do teste ANOVA de uma via. 
 
Na Tabela 3 é possível observar o número de animais que completou os 
protocolos experimentais e foi utilizado para as análises finais em cada grupo.  
 
Tabela 3 - Grupos experimentais e número de animais utilizados para análises finais 
Grupos 
Sexo NAIVE SHAM LPS Total 
Machos 9 8 11 28 
Nota – LPS: lipopolissacarídeo. 
 
4.2. Avaliação da Massa corporal 
 
A massa corporal dos animais dos grupos experimentais, NAIVE (n=9), SHAM 
(n=8) e LPS (n=11), foi avaliada em seis momentos (PN3, PN5, PN7, PN21, PN45 e 
PN89). Foi considerado o ganho de massa, calculando a diferença entre o dia da 




Figura 13 - Variação da massa corporal nos diferentes dias pós-natal por grupo. Houve 
diferença significativa no ganho de massa corporal dos animais do grupo LPS, em relação aos 
animais dos grupos controles (NAIVE e SHAM) em PN3 e PN5. No entanto, a longo prazo essas 
diferenças não foram mais identificadas entre os grupos experimentais (Média±EPM; p<0,05; 




    Foi observado perda de massa corporal nos animais do grupo LPS em 
relação aos animais dos grupos controles (NAIVE e SHAM) nos dias PN3 [F(2, 25)= 
8,629; p= 0,001; ANOVA] e PN5 [F(2, 25)= 14,386; p<0,001], no entanto, a longo 
prazo, essas diferenças não foram mais observadas entre os grupos experimentais 
[F(4,800)= 1,657; p= 0,161; ANOVA]. 
 
4.3. Avaliação Comportamental  
 
De uma maneira geral, os animais dos diferentes grupos não apresentaram 
diferenças quando manuseados e/ou observados. Eles não expressaram 
vocalização ou comportamento de “luta” para fugir durante a manipulação para 
pesagem e/ou administração da droga. 
A atividade locomotora e o comportamento exploratório foram avaliados por 
meio do teste de campo aberto. Não foi detectada diferença significativa entre os 
grupos em qualquer dos parâmetros analisados (p>0,05; ANOVA de uma via; Tabela 
4), segundo os resultados das comparações específicas: distância percorrida [F(2, 
25)= 1,352; p= 0,277], velocidade [F(2, 25)= 1,291; p= 0,293], permanência na zona 
interna [F (2, 25)= 1,382; p= 0,270] e mobilidade [F(2, 25)= 0,782; p= 0,468].  
 
Tabela 4 - Teste de campo aberto 
 
 Comportamento exploratório e Atividade Locomotora (Média±EPM) 
Parâmetros avaliados 
NAIVE SHAM LPS 
n=9 n=8 n=11 
Distância Percorrida (cm) 5110±110,2 4657,1±240,2 4872±108,7 
Velocidade (cm/s) 8,6±0,2 7,8±0,3 8,1±0,3 
Permanência na zona interna (s) 29,3±5,9 40,7±6,8 42,7±5,8 
Mobilidade (s) 57,5±5,3 51,2±7,2 61,9±5,5 
Nota – LPS: lipopolissacarídeo. 
 
 
4.4.  Quantificação de micróglia e células de Purkinje 
 
A técnica de estereologia foi usada para estimar a densidade de células de 
Purkinje e de micróglias no hemisfério direito do cerebelo. Para isso, foram 
mensuradas as áreas (µm²) e estimados os volumes (µm³) das regiões de interesse 




foram contadas as células de Purkinje, Tabela 5), como para o hemisfério direito 
(onde foram contadas as células da micróglia, Tabela 6) não houve diferença 
estatística dessas medidas entre os grupos experimentais. Isso mostra que os 
parâmetros mencionados não interferiram na estimativa da densidade de células. 
 
Tabela 5 - Área e Volume das regiões de contagem das células de Purkinje 
 









NAIVE 5 18x106±234 4x10
9±561 
SHAM 4 18x106±1434 4x10
9±344 
LPS 6 17x106±801 4x10
9±192 
Estatística F(2,12)= 0,324; p= 0,730 F(2, 12)= 0,32; p= 0,730 
Nota – LPS: lipopolissacarídeo; (p>0,05; ANOVA). 
 
Tabela 6 - Área e Volume da região de contagem das células da micróglia 
 









NAIVE 5 137x106±316 32x10
9±758 
SHAM 4 136x106±539 32x10
9±129 
LPS 6 126x106±826 30x10
9±198 
Estatística F(2, 12)= 0,889; p= 0,436  F(2, 12)= 0,889; p= 0,436 
Nota – LPS: lipopolissacarídeo; (p>0,05; ANOVA). 
 
As células de Purkinje foram marcadas com anticorpo anti-calbindina, e na 
comparação da análise estereológica, não houve diferença significante entre os 






Figura 14 - Densidade de células de Purkinje no hemisfério direito do cerebelo. Não houve 
diferença significativa na densidade de células de Purkinje entre os grupos. (Média±EPM; p>0,05; 
ANOVA de uma via). Nota - LPS: lipopolissacarídeo. 
 
Ocasionalmente, durante a análise estereológica foi observada a presença de 
células de Purkinje ectópicas nas camadas molecular e granular, exclusivamente em 
animais do grupo LPS (Figura 15). As células de Purkinje ectópicas foram 
observadas na circunvizinhança das monocamadas de Purkinje, próximas aos 
lóbulos superiores e/ou inferiores (corte coronal), em pelo menos uma ou duas fatias 
de todos os animais do grupo LPS. O teste exato de Fisher indicou que a presença 
de células ectópicas foi significativamente diferente entre o grupo LPS e os grupos 
controles (NAIVE e SHAM) [(2)= 14,135; p<0,001]. O reconhecimento das células se 





Figura 15 - Fotomicrografia de células de Purkinje no hemisfério direito do cerebelo. Note, em 
destaque nas imagens, células de Purkinje posicionadas ectopicamente à camada de Purkinje em 
animais do grupo LPS. Não foram observadas células ectópicas nos grupos NAIVE ou SHAM. Nota – 
LPS: lipopolissacarídeo; barra de escala: 200µm; objetiva 10x.  
 
 
As células de micróglia foram marcadas com Iba-1 (Figura 16) e na 
comparação da análise estereológica, os animais do grupo LPS apresentaram 
densidade de micróglia maior quando comparados com os animais do grupo NAIVE 
[F(2, 12)= 6,927; p<0,010, ANOVA]. Não foi observada diferença entre os grupos 
controles NAIVE e SHAM [F(2, 12)= 6,927; p= 0,729] e apesar de ter havido uma 
tendência a diferença, o resultado não foi estatisticamente significante entre os 





Figura 16 - Fotomicrografia de células de micróglia, marcadas com Iba-1, no hemisfério direito 
do cerebelo nos diferentes grupos experimentais. Nota – LPS: lipopolissacarídeo; barra de escala: 





Figura 17 - Densidade de células da micróglia no hemisfério direito do cerebelo. Os animais do 
grupo LPS apresentaram maior densidade de micróglia quando comparados com os animais do 
grupo NAIVE. Não houve diferença entre os demais grupos de animais (média±EPM; barra: p<0,05; 
ANOVA de uma via e post hoc de Tukey). Nota - LPS: lipopolissacarídeo. 
 
 
4.5. Avaliação do estresse oxidativo 
 
A presença do O2•- foi usada para avaliar o estresse oxidativo no tecido 
nervoso dos animais dos grupos experimentais, especificamente no lóbulo I do 
hemisfério direito do cerebelo, através da coloração com etidina. Foi calculada a 




  Os animais do grupo LPS apresentaram uma fluorescência relativa 
etidina/DAPI significativamente maior quando comparados com os animais dos 
grupos NAIVE e SHAM [F(2, 11)= 22,100; p<0,0002, ANOVA] (Figura 19). 
 
 
Figura 18 - – Imagens de microscopia confocal da fluorescência do DAPI e da Etidina no lóbulo 
I do cerebelo. A fluorescência da Etidina é proporcional à concentração do ânion superóxido, um dos 
responsáveis pelo estresse oxidativo. Animais do grupo LPS apresentaram maior intensidade de 
marcação com Etidina comparados com grupos NAIVE e SHAM.  Nota – LPS: lipopolissacarídeo; 









Figura 19 - Fluorescência relativa etidina/DAPI. Os animais do grupo LPS apresentaram uma 
fluorescência relativa etidina/DAPI significativamente maior quando comparados com os animais dos 
grupos NAIVE e SHAM. (média±EPM; p<0,001; ANOVA de uma via e post hoc de Tukey). Nota – u.a: 
unidade arbitrária; LPS: lipopolissacarídeo. 
 
4.6. Análise de Expressão Gênica - TNF-α 
 
Foi realizada análise molecular da expressão de RNAm da citocina pró-
inflamatória TNF-α no cerebelo. Como mencionado na metodologia, para a análise 
da expressão gênica, além do cerebelo, também foi analisado o hipocampo. 
Não foi observada diferença significativa entre os grupos na expressão da 
citocina TNF-α no cerebelo [F(2, 7)= 2,684; p= 0,136] (Figura 20) e no hipocampo 






Figura 20 - Expressão Relativa de RNAm para TNF-α no cerebelo. Os grupos não apresentaram 
diferença significativa para expressão de TNF-α no cerebelo. (Média±EPM; p>0,05; ANOVA de uma 





Figura 21 - Expressão Relativa de RNAm para TNF-α no hipocampo. Os grupos não 
apresentaram diferença significativa para expressão de TNF-α no hipocampo. (Média±EPM; p>0,05; 








Este estudo foi realizado tendo como objetivo avaliar os efeitos da inflamação 
sistêmica induzida por LPS no período neonatal, sobre o cerebelo de ratos adultos. 
Verificamos que animais tratados com LPS apresentaram maior mortalidade durante 
o período neonatal. No entanto, a longo prazo, não foram observadas alterações na 
massa corporal, na atividade locomotora e exploratória, e na expressão de citocina 
inflamatória (TNF-α) no cerebelo desses animais. Histologicamente, na fase adulta, 
animais do grupo LPS apresentaram estresse oxidativo e maior densidade de 
micróglia no cerebelo e, embora a densidade de células de Purkinje não tenha sido 
alterada, foram identificadas células de Purkinje ectópicas nesses animais.  
O período neonatal é um estágio crucial no desenvolvimento neurológico1, e 
um período marcado por grande plasticidade e reorganização neuronal134. Diversos 
modelos experimentais têm sido utilizados para demonstrar que intervenções 
próximas ao nascimento, sejam elas pré ou neonatais, podem gerar alterações que 
perduram ao longo da vida. A administração de LPS no período neonatal produz um 
estímulo imunológico estressante135 capaz de estimular a expressão aguda de 
citocinas e interferir na maturação do SNC, causando atrofia neuronal, atraso na 
mielinização e gliose reativa aguda136,137.  
Neste estudo, os animais expostos a estímulos inflamatórios sistêmicos na 
primeira semana de vida apresentaram uma taxa alta de mortalidade quando 
comparada com a dos grupos controles (NAIVE e SHAM). A alta mortalidade dos 
animais tratados com LPS pode ser justificada pelo fato do LPS poder desencadear 
a síndrome da resposta inflamatória sistêmica, que é caracterizada por excessiva 
síntese de citocinas, dano e morte celular e lesão tecidual aguda e que, em última 
instância, pode resultar na síndrome da disfunção de múltiplos órgãos e morte6,138.  
Além disso, no trabalho de Weber139 foi demonstrado que a mortalidade de 
filhotes em camundongos é constantemente associada a canibalismo ou mesmo 
infanticídio, sugerindo que a fêmea mata ativamente seus descendentes. Andersen 
e Tufik140, afirmam que quando o número de filhotes excede o limite físico da mãe, 
ela reduz o tamanho de sua ninhada rejeitando os fracos ou doentes via infanticídio 
seletivo. Embora, em nosso trabalho, tenhamos padronizado as ninhadas para evitar 
excesso de filhotes, a administração de LPS ocasionou prejuízos, como, por 




podem ter detectado os filhotes doentes, e consequentemente oferecido menos 
cuidados ou abandonando-os em relação ao restante da ninhada, o que pode ter 
favorecido a evolução desses animais para morte. Infelizmente, não foi possível 
avaliar o efeito da adoção cruzada sobre a taxa de mortalidade dos filhotes, embora, 
acreditamos que esse procedimento não tenha interferido na sobrevida dos animais. 
Para maiores esclarecimentos a respeito dessas possibilidades, novos experimentos 
devem ser realizados, não sendo este, no momento, o objetivo desse estudo.  
Além da mortalidade dos animais do grupo LPS, também registramos 
algumas mortes nos grupos controle, nesses casos a inexperiência da mãe quanto 
aos cuidados com a prole pode ter contribuído para essas ocorrências, já que mães 
primíparas podem usar excesso de força ao transportar os filhotes de um lugar para 
o outro na montagem de um novo ninho, e privar os filhotes de amamentação por 
certos períodos, como apontado por estudos como o de Cohen e Bridges141, que 
mostram que a experiência materna afeta a responsividade comportamental das 
fêmeas em relação aos filhotes. 
Embora a inflamação neonatal tenha retardado o ganho de peso dos animais 
na fase aguda, que como mencionado possivelmente favoreceu a evolução de 
alguns desses animais para o óbito, esse déficit foi superado ao longo do 
desenvolvimento dos animais sobreviventes. Achados semelhantes aos nossos 
foram encontrados por Lunardelli142, que descreveu que a aplicação de LPS na fase 
neonatal não afetou o peso corporal em camundongos adultos. Corroborando com 
esses resultados, Spencer143 mostra não ter qualquer diferença na evolução da 
massa corporal ao longo do desenvolvimento, em ratos submetidos à aplicação de 
LPS (100 µg/Kg) em três diferentes dias (PN3, 7 ou 14). Também em convergência 
com nosso trabalho, Silva6, utilizando o mesmo protocolo experimental, não 
identificou diferença no ganho de peso ao longo do desenvolvimento de ratos 
machos e fêmeas. Em contrapartida, encontramos na literatura apenas um trabalho 
que apresentou dados divergentes, Iwasa e colaboradores144 demonstraram que há 
aumento do peso corpóreo, da ingestão de alimento e da concentração de leptina 
sérica em ratos adultos submetidos à administração de LPS no período neonatal 
(PN 10). O período neonatal é crucial para o desenvolvimento dos circuitos 
neuronais que controlam alimentação e saciedade, como o circuito regulatório 
hipotalâmico, que podem sofrer alterações em decorrência da inflamação6,145. A 




ou não ao longo da vida. Em nosso estudo, a inflamação neonatal não teve 
consequências duradouras relativas à massa corporal dos animais.  
 A inflamação sistêmica neonatal pode acarretar consequências bioquímicas e 
histológicas negativas no sistema nervoso. Sabe-se que a exposição pré e pós-natal 
de ratos a diferentes substâncias tóxicas tem efeitos deletérios no desenvolvimento 
do cerebelo146. Correa e colaboradores147 demonstraram que, em neonatos, 24h 
após a administração sistêmica de LPS ocorre aumento dos níveis da enzima SOD e 
de outras proteínas associadas a sistemas antioxidantes no tecido nervoso, o que é 
indicativo de aumento do estresse oxidativo. Em modelos animais, a presença de 
estresse oxidativo no cerebelo influencia a vulnerabilidade das células de Purkinje 
ao dano, podendo causar prejuízos no neurodesenvolvimento cerebelar146. Insultos 
oxidativos nessa região também resultam em rápida mudança nas células da glia148, 
além de reduções de proteínas importantes para a função cerebelar: proteínas 
terminais pré-sinápticas (sinapsina-1), proteínas para manutenção do tamanho, 
forma e qualidade axonal (neurofilamentos) e proteínas envolvidas na 
neurotransmissão GABAérgica148. 
No presente trabalho foi observado que animais expostos à inflamação 
sistêmica na fase neonatal ainda apresentam estresse oxidativo elevado quando 
adultos. Resultado semelhante, utilizando o mesmo protocolo experimental, foi 
verificado no giro denteado do hipocampo6.  
Corroborando esses achados, MacRae e colaboradores149 evidenciaram que 
a administração periférica de LPS em ratos no PN3 e PN5 levou a um aumento de 
glutationa peroxidase no tecido nervoso quando avaliado no PN40, PN70 e PN90, 
possivelmente indicativo de um mecanismo compensatório contra o estresse 
oxidativo.  
Coincidente com níveis elevados de estresse oxidativo, animais adultos 
submetidos a LPS no período neonatal também apresentaram maior densidade de 
micróglia no cerebelo quando comparados a animais do grupo NAIVE, e uma 
tendência a diferença (p=0,06) comparada ao grupo SHAM.  
A micróglia é altamente sensível a qualquer perturbação no microambiente 
neuronal e sua ativação ocorre gradualmente, podendo voltar a qualquer momento 
ao estado de repouso, mediante suspensão do estímulo6,104. Inicialmente, a 
micróglia ativada expressa vários receptores e moléculas de adesão, pode entrar em 




adquirir capacidade de célula apresentadora de antígenos, fagocítica e pró 
inflamatória, por meio da secreção de citocinas e quimiocinas150, além disso a 
ativação microglial também leva à produção de radicais superóxido, NO e 
componentes do sistema complemento151. A micróglia ativada por diversos 
estímulos muda sua morfologia e perfis de expressão de citocinas/quimiocinas e 
função152. 
Segundo Pang e colaboradores153 a exposição neonatal ao LPS sistêmico 
leva a uma ativação aguda da micróglia caracterizada por alteração fenotípica 
(hipertrofia do corpo celular, retração de prolongamentos adquirindo aspecto 
ameboide com formato irregular), principalmente em regiões como corpo caloso, 
cíngulo, áreas periventriculares e hipocampo.  
Recentemente, foi demonstrado que animais que receberam uma única 
injeção de LPS sistêmico no PN7, apresentaram aumento de células apoptóticas, 
aumento dos níveis de citocinas inflamatórias e ativação microglial no tecido cerebral 
que persistiram até 7 dias após a administração de LPS154.  
Agudamente, foi observado que a estimulação de culturas organotípicas 
cerebelares com LPS, provoca ativação de micróglia e liberação de citocinas pró-
inflamatórias, ocasionando desmielinização e dano axonal155. Corroborando esses 
achados, Nakki e colaboradores156, relataram danos às células de Purkinje, bem 
como ativação microglial no vermis cerebelar após a administração de fenticlidina, 
agente neurotóxico, in vivo. Cutando e colaboradores157, em convergência com 
esses trabalhos, observaram ativação da micróglia cerebelar e aumento na 
expressão de marcadores neuroinflamatórios após administração de THC (delta 
tetrahidrocanabinol, componente psicoativo da cannabis), em camundongos.  
A longo prazo, Wang e colaboradores158 demonstraram que a exposição 
neonatal ao LPS foi associada ao comprometimento da memória aversiva e 
alterações hipocampais como redução no volume, lesões axonais de neurônios, 
aumento dos níveis de citocinas pró-inflamatórias e aumento do número de micróglia 
quando os animais completaram 70 dias de vida. Corroborando esses achados, 
outro estudo verificou que o aumento do número de micróglia no hipocampo, córtex 
cerebral e tálamo, teve início dois dias após a injeção de LPS e foi persistente até a 
idade adulta159. 
Qin e colaboradores160, observaram aumento no número de micróglia na 




camundongos adultos. O aumento na densidade de micróglia foi acompanhado por 
aumento da expressão de TNF-α e de outras proteínas inflamatórias e diminuição do 
número de neurônios nessa estrutura. Stolp e colaboradores110, detectaram aumento 
da densidade de astrócitos, na substancia branca 8 semanas após administração 
neonatal de LPS (PN0, 2, 4, 6 e 8). 
A hipótese sugerida para explicar esses achados seria que subconjuntos de 
células gliais ficam permanentemente mantidas em um estado ativado após um 
insulto no período neonatal158,161. Utilizando análise visual não foi possível detectar 
alterações perceptíveis de morfologia que indicassem o estado ativado ou não das 
micróglias no presente estudo. Entretanto, a maior densidade de micróglia no 
cerebelo dos animais tratados com LPS suporta a hipótese apresentada. Esse dado 
é relevante, uma vez que não encontramos na literatura outras referências sobre 
ativação de micróglia a longo prazo, no cerebelo, após estímulo com LPS.  
Somado a isso, e como já mencionado, tanto o estresse oxidativo, como a 
atividade de células gliais, podem influenciar a secreção de citocinas inflamatórias, e 
também serem influenciados por elas.  
No presente estudo, não identificamos alterações nos níveis de RNAm para 
TNF-α no hipocampo e cerebelo de animais adultos, após tratamento com LPS no 
período neonatal.  
A expressão de TNF-α, e também outras citocinas, são em sua grande parte 
pesquisadas na fase aguda após insulto com LPS. Christensen e colaboradores162, 
inocularam LPS diretamente nos hemisférios cerebrais, de camundongos neonatos 
(PN2) e jovens (PN21) e identificaram 12h após inoculação, diversas citocinas, entre 
elas o TNF-α, em níveis maiores no tecido cerebral neonatal do que no tecido 
cerebral dos camundongos jovens. As citocinas testadas no estudo de Christensen e 
colaboradores foram indetectáveis em períodos posteriores a 24, 48 ou 72h nos dois 
grupos de animais. Por outro lado, segundo o estudo de Weberpals e 
colaboradores163, foi observado, 24h após a administração periférica de LPS em 
camundongos adultos, um aumento do RNAm de TNF-α no córtex, hipocampo e 
cerebelo. 
Puntener e colaboradores164, que administraram LPS i.p. em camundongos 
adultos durante três dias consecutivos, observaram que a primeira dose de LPS 
induziu altos níveis de citocinas sistêmicas, entre elas TNF-α, com alterações 




de citocinas pró-inflamatórias no encéfalo, apesar da redução da expressão de 
citocinas periféricas. E a terceira dose subsequente com LPS resultou em uma 
síntese reduzida de citocinas sistêmicas e no encéfalo, indicativo de tolerância em 
ambas as regiões. Similarmente, outros estudos não encontraram alterações 
comportamentais e de marcadores inflamatórios no córtex de animais submetidos a 
sucessivas injeções de LPS i.p. Não acreditamos que tenha havido desenvolvimento 
de tolerância às injeções de LPS, pois o protocolo em dias alternados utilizado no 
presente estudo reduz o efeito de dessensibilização de múltiplas doses de LPS110.  
De fato, poucos estudos avaliam a expressão crônica de citocinas 
inflamatórias no tecido nervoso após injeção de LPS165. Corroborando com nossos 
resultados, Walker e colaboradores166, reportaram que a ativação imune sistêmica 
por LPS no período neonatal (PN3 e PN5) não alterou os níveis de TNF-α no 
hipocampo de animais adultos (PN85). Aumento nos níveis de TNF-α e IL1β foram 
verificados apenas nos animais adultos submetidos a um segundo estímulo 
estressor momentos antes da eutanásia166.  
Por outro lado, estudos que realizaram a estimulação com LPS em animais já 
adultos ou até mesmo idosos encontraram resultados divergentes. Qin e 
colaboradores160, descrevem que os níveis circulante e encefálico de TNF-α 
aumentam logo após insulto com LPS em animais adultos, e cronicamente 
permanecem elevados no encéfalo, embora diminuam no sangue. Fu e 
colaboradores, relataram aumento de RNAm para TNF-α no hipocampo 30 dias 
após administração de LPS em animais idosos, mas não observaram aumento de 
TNF-α proteico ou aumento de astrócitos nesse mesmo período.  
Bossù e colaboradores133, administraram uma única dose de LPS i.p. em 
ratos machos adultos, e posteriormente realizaram análises de citocinas em dois 
momentos (7 dias e 10 meses), relataram que no 7º dia após aplicação de LPS, 
níveis de TNF-α foram significativamente maiores nos animais LPS do que nos 
controles, na região do hipocampo e do córtex frontal, e não foram encontradas 
diferenças no cerebelo, estriado e hipotálamo. Interessante que 10 meses após 
administração de LPS, ainda foi observado níveis maiores de TNF-α no hipocampo e 
córtex frontal, e também no cerebelo133.  
A revisão de Lopes165 considera que tanto a dose como o tempo de análise 
após a injeção de LPS são fundamentais para o estudo de seus efeitos 




investigou a expressão de citocinas inflamatórias a longo prazo após injeção de LPS 
no período neonatal. As outras referências utilizaram animais já adultos e até 
mesmo idosos no momento da aplicação do LPS. Portanto, é possível que a idade 
do animal no momento da injeção de LPS realmente tenha forte influência nos 
resultados encontrados. Não descartamos, entretanto, que outras citocinas 
inflamatórias possam estar alteradas em nossos animais. 
A perda celular (morte) é a consequência final observada na exposição a uma 
neurotoxina167. Quando analisamos a influência da inflamação sistêmica neonatal 
sobre um dos principais tipos neuronais que compõem o cerebelo, as células de 
Purkinje, não identificamos perda significativa destas células nos animais LPS 
adultos.  
É relatado na literatura que insulto com LPS neonatal pode alterar o número 
de neurônios nos animais adultos em diversas estruturas: substância nigra170, 
hipocampo, córtex cerebral, tálamo153,154,169,170, substancia branca110. Diferentes 
estudos também relatam que outros tipos de insultos experimentais no período 
neonatal (p. ex. inalação de álcool, infecção viral/bacteriana, asfixia/hipóxia) podem 
levar à danos e/ou morte de células de Purkinje em animais adultos171-173, 
entretanto, não encontramos na literatura análises de perda neuronal no cerebelo a 
longo prazo, após administração de LPS neonatal.  
Embora nossos resultados não mostrem perda significativa de células de 
Purkinje no cerebelo, identificamos durante a contagem estereológica a ocorrência 
de células de Purkinje ectópicas exclusivamente nos animais do grupo LPS, 
sugerindo que a exposição ao LPS causou algum impacto sobre essas células.  
Os primeiros estágios do desenvolvimento das células de Purkinje incluem 
sua migração do neuroepitélio ventricular para o córtex e sua segregação em uma 
lâmina celular única sob a camada germinativa externa39. Falhas nessas etapas 
podem levar ao mau posicionamento das células de Purkinje nas camadas 
molecular e granular do cerebelo. Células de Purkinje deslocadas na camada 
molecular do cerebelo foram inicialmente relatadas por Cajal (1911) em roedores. 
Posteriormente Estable (1923) também relatou células de Purkinje isoladas na 
camada granular174. A existência de células ectópicas de Purkinje tem sido relatada 
tanto em situações patológicas, como na síndrome de Zellweger, um distúrbio 
hereditário da migração neuronal com efeitos notáveis nas células de Purkinje; em 




uma perturbação notável da neurogênese cortical do cerebelo; como também em 
condições fisiológicas, embora muito pouco se saiba sobre esta possibilidade174. 
Os sinais moleculares ditam a localização definitiva da célula de Purkinje na 
impressionante arquitetura de monocamada. Acredita-se que a glicoproteína reelina 
esteja diretamente ligada a migração e posicionamento de células durante o 
desenvolvimento28. A reelina é uma glicoproteína da matriz extracelular secretada 
durante a neurogênese e representa a primeira molécula de uma cascata intracelular 
complexa que regula a migração neuronal em estágios críticos de 
desenvolvimento175. No cerebelo, os precursores de células granulares expressam a 
reelina, enquanto as células de Purkinje expressam seus sítios de ligação, incluindo 
ApoER2, VLDLR e Dab1176,177. 
Os precursores da camada granular externa requerem a expressão do Sonic 
hedgehog, que é fornecido pelas células subjacentes de Purkinje, para expandir a 
população de neurônios granulares no período pós-natal. Assim, o arranjo das 
células de Purkinje durante o desenvolvimento embrionário é um evento 
histogenético chave, e consequentemente, determina o volume cerebelar global, o 
padrão de foliação e a intensidade da associação entre células de Purkinje e 
granulares178. 
Durante o desenvolvimento cerebelar de camundongos, a expressão de 
reelina (mRNA e glicoproteína) é primeiro detectada em E13. Na primeira semana de 
vida pós-natal, a expressão de reelina desaparece das áreas profundas, mas é 
mantida nos precursores de células granulares, e a expressão de reelina pode 
continuar em algumas células granulares de camundongos adultos179.  
Nakamura e colaboradores180 realizaram estudos em camundongos knockout 
para a região C-terminal de reelina, e confirmaram que a interrupção da sinalização 
de reelina causa a localização ectópica de pools de células de Purkinje em camadas 
profundas do cerebelo. Esses dados são consistentes com achados anteriores que 
mostraram um papel para os receptores VLDLR e ApoER2 durante a dispersão de 
subconjuntos distintos, mas sobrepostos de células de Purkinje176. 
Win Darmanto e colaboradores181 em seu estudo demonstraram que o nível 
de reelina é especificamente reduzido nas camadas granulares externa e interna de 
ratos que receberam radiação-X no período em que as células de Purkinje imaturas 
estão em processo de alinhamento (final do período pré-natal e começo do período 




desarranjo das células de Purkinje no cerebelo irradiado. É possível que o processo 
inflamatório induzido pela administração de LPS neonatal possa ter alterado o nível 
de reelina e consequentemente ocasionado a localização ectópica das células de 
Purkinje no presente estudo.  
A localização correta das células de Purkinje é importante para a função 
cerebelar adequada, pois estas células servem como a única via de eferência do 
córtex cerebelar. Alterações na localização das células de Purkinje podem resultar 
em doenças do movimento50. Além disso, camundongos knockout para reelina 
apresentam importantes déficits motores28. No presente trabalho o número de 
células de Purkinje ectópicas detectadas em todos os animais do grupo LPS foi 
pequeno e não sistematicamente quantificado. É possível que a quantidade de 
células de Purkinje encontradas nas camadas molecular e granular do cerebelo não 
tenha sido suficiente para ocasionar comprometimento funcional. 
No presente trabalho também avaliamos se a inflamação sistêmica neonatal 
deixaria consequências motoras nos animais adultos. Como mencionado 
anteriormente, não foi possível realizar satisfatoriamente o teste do Rotarod, sendo 
assim, utilizamos como alternativa para avaliação da atividade locomotora dos 
animais o teste de Campo Aberto,que não indicou diferenças entre os grupos em 
qualquer dos parâmetros comportamentais avaliados.  
Este resultado converge com o de outros estudos que também utilizaram 
teste de campo aberto para avaliação motora após injeção de LPS. Vojtechova e 
colaboradores (2018) não observaram alterações na atividade locomotora e 
exploratória espontânea de ratos adultos, depois da aplicação pós-natal (PN5 a 9) 
de LPS. Da mesma forma Zhu e colaboradores159 que aplicaram o LPS diretamente 
no hipocampo no PN7, relataram a locomoção inalterada em ratos adultos.  
De maneira semelhante ao resultado aqui encontrado, outros autores 
utilizando o teste de Rotarod, ratos expostos a injeções de LPS no pós-natal (PN2 a 
6) não apresentaram qualquer comprometimento motor significativo em PN60182. 
Resultados contrários, foram descritos por Rico e colaboradores183 que verificaram 
hiperlocomoção após tratamento pós-natal com LPS em ratos adolescentes e Girard 
e colaboradores184, que encontraram prejuízos na função motora e coordenação em 
ratos na idade adulta, após empregarem o protocolo de LPS neonatal. Interessante 
que Bernardi e colaboradores185, administrando LPS no período neonatal (PN2), 




resultados não foram observados nos machos. Ao contrário, Tenk e 
colaboradores186, demonstraram que o tratamento no período neonatal com LPS 
(PN3 e 5) ocasionou reduções na atividade locomotora em adultos machos, mas não 
em fêmeas.  
Segundo Vojtechova e colaboradores187, a questão da influência da exposição 


































Os animais expostos a estímulos inflamatórios sistêmicos na fase neonatal, 
tiveram aumento na densidade de células da micróglia e no nível de estresse 
oxidativo no cerebelo a longo prazo. No entanto, esses animais não sofreram 
alteração na atividade locomotora na idade adulta, assim como na expressão de 
TNF-α ou na densidade de células de Purkinje no cerebelo, embora, tenha sido 
detectada a localização ectópica dessas células. Esses resultados indicam que 
inflamação neonatal, em período correspondente ao neonato pré-termo humano, 
pode ter efeitos crônicos no cerebelo. Dada a importância dessa estrutura para 
funções motoras, executivas e também funções cognitivas e emocionais e sua 
possível correlação com diferentes patologias é de grande relevância compreender 
as repercussões e mecanismos pelos quais insultos no período neonatal podem 
gerar alterações que perduram ao longo da vida, com a finalidade de se aplicar 
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